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摘　要　叶绿体基因组转化由于具有独特的优越性 ,逐渐成为植物基因工程研究的热点 ,而基因枪转化法是目前较为成熟的叶绿

体基因转化技术。本文简述了基因枪转化的原理 、方法及优缺点 ,并重点阐述了叶绿体转化的优点及实践应用的研究进展。
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　　高等植物叶绿体基因工程是植物基因工程发展的

新领 域。 1988 年 Ｂｏｙｎｔｏｎ等
[ 1]
人 以 莱 茵 衣 藻

(Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓｒｅｉｎｈａｒｄｉｔｉ)为材料 ,用基因枪成功进

行了外源基因对叶绿体的转化。其后 Ｓｖａｂ等 [ 2]
将此

项技术成功用于高等植物。目前为止已有多种植物 ,

如烟草 、马铃薯 、油菜等 ,实现了叶绿体基因转化。近

年来叶绿体基因转化技术的进步 ,更加显示出其巨大

的应用前景。研究证实它是一个能散状辐射到农艺性

状改良以及用植物生物反应器生产各种药物 、疫苗抗

体 、功能食品及工业 、环保产品的通用核心技术 [ 3] 。

叶绿体转基因技术与传统的核基因转化相比 ,有

以下几个突出的优点:①叶绿体属于母性遗传可以防

止外源基因随花粉发生逃逸而污染环境 ,解决了生物

学家一直担心的转基因植物安全性问题。 ②叶绿体基

因组倍性高 ,例如一个烟草叶片细胞就有约 100个叶

绿体颗粒 ,每个颗粒又有 100多个叶绿体基因组 ,所以

其拷贝数极高 ,这就造就了外源基因的高表达。 ③叶

绿体基因转化可以通过同源重组等手段实现定点整

合 ,克服了核基因转化的不可预测性 ,从而也克服了

“基因沉默 ”现象。 ④由于大多数叶绿体基因是以多

顺反子为转录单位 ,产生多顺反子ｍＲＮＡ来合成蛋白

质 ,所以由一个启动子引导下的多个外源基因可以同

时在叶绿体中表达 ,可实现多个基因的同时表达。

近年来 ,各国科学家大量尝试叶绿体基因转化方

法方面的工作 ,这些工作借鉴核基因转化 ,主要有以下

四种:①花粉管导入法。如刘博林等 [ 4]
将含有龙葵 ａｔ-

ｒａｚｉｎｅ基因 ｐｓｂＡ的质粒 ｐＢＲ322转化大豆 ,获得了抗

ａｔｒａｚｉｎｅ的大豆植株。经分子检测证实 ,ｐＢＲ322质粒

ＤＮＡ整合到大豆叶绿体基因组。 ②ＰＥＧ介导法。该

法属原质生体转化方法。ＷｅｎｄｙＣ[ 5]等用ＰＥＧ法将脂

肪酸脱氢酶基因转化番茄叶绿体基因组 ,获得的转化

株和对照植株比较 ,叶和种子中不饱和脂肪酸程度均

提高 ,不但提高了番茄的耐寒性 ,同时也提高了其营养

价值。 ③农杆菌介导法。在核基因转化中被证实是非

常有效的方法 ,尤其用于单子叶植物时明显优于其他

转化方法。在叶绿体转化中也有人尝试 ,但未得到很

好的转化结果 ,其有效性还有待于进一步探讨。 ④其

他方法。在原有的核基因转化技术的基础上 ,针对叶

绿体基因组转化的特点 ,Ｋｎｏｂｌａｕｃｈ等 [ 6]
研究开发了一

种 “毫微注射技术 (ｆｅｍｔｏｊｅｃｔｉｏｎｔｅｃｈｎｉｑｕｅ)”的叶绿体

基因组转化方法。这种技术由于用特殊的合金做注射

器 ,大大减少了注射器对叶绿体造成的伤害。他们用

携带 ｂｌａ基因的质粒转化蓝细菌 (Ｐｈｏｒｍｉｄｉｕｍｌａｍｉｎｏ-

ｓｕｍ),结果转化株对氨苄青霉素有抗性。一种转运肽

介导的叶绿体间接转化方法是在构建植物表达载体

时 ,把目的基因和叶绿体的转运肽编码序列相连 ,然后

用细胞核转化技术把外源基因导入植物细胞 ,使目的

基因编码的蛋白质有可能在转运肽的引导下输送到叶

绿体颗粒中去
[ 7] 。这种方法利用已经很成熟的核基因

转化方法 ,克服了叶绿体基因组转化的多拷贝问题 ,也

是一种可以进一步探索的叶绿体基因组转化方法。但

目前比较成熟的叶绿体基因转化方法是基因枪转化

法。

1　叶绿体基因枪法转化技术的发展

基因枪法由美国康乃尔大学Ｓａｎｆｏｒｄ提出 ,又称为

粒子轰击技术 ,原理是在一定的压力作用下 ,外源

ＤＮＡ被金属微粒吸附在其表面 ,被带入受体细胞中 ,

并随机整合到受体基因组中。基因枪法转化的优点是

不受基因型限制 ,适用于不同作物及同一物种的不同

品种。该方法的另一大优点就是可以转化线粒体 、叶

[ 12]高嘉卉 ,南志标.2007.禾草内生真菌生物碱的研究进展.生态

学报 , 7(6):2531 ～ 2546

[ 13]陈丽梅 , 樊妙姬 ,李　玲.2000.甘蔗固氮内生菌重氮营养醋杆

菌的研究进展.微生物学通报 , 27(1):63～ 66

[ 14]赵记军 , 徐培智 , 解开治 ,等.2008.内生固氮菌在水稻上的应

用效果研究初报.广东农业科学 , (1):35～ 38

[ 15]ＳｔａｍｆｏｒｄＴＭＬ, ＳｔａｍｆｏｒｄＮＰ, ＣｏｅｌｈｏＬＣＢＢ, ｅｔａｌ.2002.Ｐｒｏｄｕｃ-

ｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆａｔｈｅｒｍｏｓｔａｂｌｅｇｌｕｃｏａｍｙｌａｓｅｆｒｏｍＳｔｒｅｐ-

ｔｏｓｐｏｒａｎｇｉｕｍｓｐ.ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｏｆｍａｉｚｅｌｅａｖｅｓ.ＢｉｏｒｅｓｏｕｒｃｅＴｅｃｈｎｏｌｏ-

ｇｙ, 83(2):105 ～ 109

[ 16]杨水英 ,李振轮 ,青　玲 ,等.2007.产几丁质酶烟草内生细菌

的筛选及产酶条件研究.西北农业学报, 16(4):223 ～ 227

[ 17]卢定强 ,陈　均.2001.银杏内脂的药理作用.江苏理工大学学

报 , 22(2):5～ 8
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绿体等植物的不同细胞器。在核基因转化过程中 ,和

其他技术相比 ,基因枪转化法也呈现出一些不可避免

的缺点:如基因插入是多拷贝的 ,往往会出现目的基因

失活或基因沉默现象;轰击过程中往往造成基因片段

的断裂 ,并常常会出现非转化体和嵌合体等。叶绿体

基因枪转化首先由 Ｂｏｙｎｔｏｎ等于 1988年应用于莱茵衣

藻。 1990年Ｓｖａｂ等用烟草叶片作为轰击对象 ,以突变

型 16ｓｒＤＮＡ作为筛选标记基因 ,获得了稳定的壮观霉

素抗性转化体。之后叶绿体基因转化成功的例子大多

由基因枪法转化实现。

2　叶绿体基因枪法转化的影响因素

叶绿体基因枪转化体系的优化直接关系到转化的

成败 ,并且由于叶绿体转化需要外源ＤＮＡ叶绿体双层

膜 ,所以其转化效率远远低于核基因转化。借鉴核基

因枪转化的经验 ,该技术主要影响因素有受体种类 、受

体状态 、轰击距离及轰击次数等。

目前用于叶绿体基因枪转化的受体主要有:①叶

片。一般是约 3ｃｍ的无菌叶片。主要做法有直接用实

生无菌苗叶片 ,如邹竹荣等 [ 8]
尝试的烟草叶绿体基因

枪转化;也有用茎节繁殖的无菌苗叶片 ,如任延国 [ 9]
等

建立的烟草叶绿体基因枪转化体系 ,以及顾海燕等 [ 10]

用于枸杞叶绿体基因枪转化体系。 ②叶柄。将种子萌

发后 4 ～ 5天的子叶叶柄作为轰击对象 ,如侯丙凯

等
[ 11]
以叶柄为受体材料将抗虫基因定点整合到油菜

叶绿体中。 ③胚性愈伤组织。如 Ｄｕｆｏｕｒｍａｎｔｅｌ等 [ 12]
用

ＦＮＬ培养基培养的大豆胚性愈伤组织 ,选取绿色致密

的作为轰击对象 ,得到了可育的大豆叶绿体转基因植

株。

叶绿体基因枪转化和核基因转化有共同的操作要

求 ,即在轰击前 、后一般将受体作高渗处理使其处于最

佳状态 ,轰击距离一般以 9ｃｍ为宜 ,连续轰击 2次 ,既

有利于增加转化效率 ,又不会造成金粉对叶绿体颗粒

的破坏。

3　叶绿体基因枪转化的应用

3.1　植物性状改良方面　近年来由于多种植物叶绿

体基因组测序工作的完成 ,各国科学家不断把叶绿体

基因转化应用到作物性状改良 ,在对模式植物烟草进

行大量工作后 ,开始转向普通的作物 ,如油菜 、大豆 、番

茄等。

在抗虫作物的培育方面 ,侯丙凯等 [ 11]
采用带有叶

绿体 ｒｐｓ7(核糖体蛋白小亚基基因 )和 ｎｄｈＢ(ＮＡＤＨ脱

氢酶亚基 Ｂ基因)两个基因的 ｐＮＲＡＢ为载体 ,抗虫基

因 ｃｒｙ1Ａａ10(苏云金芽孢杆菌杀虫晶体蛋白基因)插入

这两个同源片段之间转化油菜叶绿体 ,实现了抗虫基

因的定点转化。幼虫饲喂试验表明 ,所获得的油菜叶

绿体转基因植株具有杀虫和抑制幼虫生长的特性。同

时 ,此试验也开拓了对未测序的植物进行叶绿体基因

组转化的先河 ,拓宽了基因枪法转化植物叶绿体 ,进行

作物遗传改良的范围。苏宁等 [ 13]
将水稻巯基蛋白酶抑

制(ＯＣ)基因和Ｂｔ基因分别克隆在含有同源片段的载

体上 ,用基因枪法共转化烟草叶片 ,得到转基因双价抗

虫烟草。不同作用机理的抗虫基因的共转化 ,可以发

挥堆塔效应(ｐｙｒａｍｉｄｉｎｇｅｆｆｅｃｔ),避免或延缓害虫产生

抗性。

在抗菌作物的培育方面 ＤｅＧｒａｙ等
[ 14]
将抗菌肽基

因 ＭＳＩ～ 99转化烟草叶绿体基因组 ,转基因植株 Ｔ1、

Ｔ2代的 ＭＳＩ～ 99均高水平表达 , 分别达到 88%和

96%。体外分析结果表明 ,Ｔ2代烟草叶提取物可抑制

96%细菌性疫病菌的生长 ,Ｔ1代烟草叶提取物能阻碍

三种真菌孢子 (Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｌａｖｕｓ、Ｆｕｓａｒｉｕｍｍｏｎｉｌｉｆｏｒｍｅ

ａｎｄＶｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍｄａｈｌｉａｅ)的萌发。植物体内实验接种病

原物烟草野火病菌对照叶片有明显坏死斑 ,而转化叶

片没有产生坏死现象。

在抗非生物逆境胁迫作物的培育方面 ,目前已做

的工作有培育抗除草剂及耐盐植物等的叶绿体基因工

程。如 Ｈｅｉｆｅｔｚ等 [ 15]
将合成的胡萝卜素生物合成抑制

剂(ｐｒｏｔｏｐｏｒｐｈｙｒｉｎｏｇｅｎＩＸｏｘｉｄａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ)基因导入叶

绿体基因组 ,转化烟草对乙氧氟草醚的抗性大大提高。

Ｚｈａｇ等
[ 16]
用基因枪将胆碱单加氧酶基因转化烟草叶

绿体基因组 ,可以使烟草细胞大量积累甘氨酸甜菜碱 ,

从而提高其耐盐性。某些金属离子如汞 ,特别是有机

汞是影响植物 、动物及人的高毒性物质 ,在植物中它们

最先入侵的就是叶绿体 ,抑制电子传递和光合作用。

叶绿体基因工程可以增强植物耐受生物污染的能力。

如 Ｏｓｃａｒ等
[ 17]
将含有编码汞离子还原酶的 ｍｅｒＡ基因

和编码有机汞裂解酶的 ｍｅｒＢ基因的 ＭｅｒＡＢ转化烟草

叶绿体基因组 ,苯汞基醋酸盐(ＰＭＡ)实验表明转化子

在含有 400μｍｏｌ/ＬＰＭＡ的土壤中的植物干重的大于

对照组在 100、200、400μｍｏｌ/ＬＰＭＡ的土壤中的干重。

此法还可以推广到植物对其他金属的耐受实验中 ,从

而增加植物的光合量 ,提高作物产量。

3.2　生物反应器的培育　由于外源基因在叶绿体中

具有高效表达的潜力 ,从而可将叶绿体作为生物反应

器加以利用 ,实现疫苗食品化。也可以用以提高日常

食物中人类必须的氨基酸 、脂肪 、糖类等的含量 ,增加

其营养价值。目前作为生物反应器研究较多的有衣藻

和烟草等模式植物 ,在其他植物也做了一些尝试。

衣藻作为单细胞真核生物 ,由于具有结构简单 、序

列结构清楚了利于遗传操作 ,培养条件简单 ,可以大规

模培养等优点 ,素有 “绿色酵母 ”之称。Ｂｏｙｎｔｏｎ等人用
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基因枪以莱茵衣藻首次实现叶绿体外源基因的遗传转

化。耐高温 α-淀粉酶是一种重要的工业酒精生产用

酶。杨宗岐等 [ 18]
构建来源于嗜热古细菌Ｐｙｒｏｃｏｃｃｕｓｆｕ-

ｒｉｏｓｕｓ的耐高温 α-淀粉酶基因的叶绿体表达载体

ｐ64Ａ,然后用基因枪法转化衣藻 ,含有衣藻叶绿体基因

组同源片段和壮观霉素抗性基因的 ｐ64Ａ高效表达。

实验结果证明 ,在植物叶绿体中表达工业酶制剂是可

行的。Ｍｅｎｇ等 [ 19]
将构建的融合口蹄疫病毒ＦＭＤＶ的

ＶＰ1基因和霍乱毒素Ｂ亚基基因的绿藻叶绿体转化载

体 ｐＡＣＴＢＶＰ1基因枪法转化绿藻 ,检测结果表明 ,ＣＴＢ-

ＶＰ1融合蛋白表达量占叶绿体可溶性蛋白总量的 3%,

进一步证实了叶绿体转化植物可以作为培育植物口服

疫苗的新途径。顾海燕等 [ 10]
将抗肝炎病毒基因 ＨｉｓＥ

基因枪法转化枸杞 ,初步证明外源抗肝炎病毒基因已

经整合到枸杞叶绿体中 ,为培育特殊用途的保健食品

提供了新的思路。ＨｉｒｏｓｕｋｅＫ等 [ 20]
将壮观霉素抗性基

因 ａｄｄＡ和绿色荧光蛋白基因 ＧＦＰ构建于莴苣叶绿体

基因 ｒｂｃＬ和 ａｃｃＤ之间 ,基因枪法转化莴苣(Ｌａｃｔｕｃａｓａ-

ｔｉｖａＬ.),结果表明转化莴苣叶绿体表达 ＧＦＰ的量可达

到叶绿体可溶性蛋白的 36%,并且所有 Ｔ0代均可育 ,

Ｔ1代表现稳定。实验转化叶用蔬菜叶绿体的成功 ,为

利用植物生产可食用疫苗 、抗体 、药物提供了新的途

径。

综上所述 ,基因枪法转化植物叶绿体基因组研究

在国内外都有长足的发展 ,不论是在模式植物还是在

叶绿体基因序列不清楚的其他植物中都有尝试 ,但目

前叶绿体基因工程的关键还是同质化问题。由于高等

植物细胞中叶绿体基因拷贝数高 ,基因枪轰击后获得

的 Ｔ1代通常是异质的 ,即同一细胞中同时含有转化和

未转化的叶绿体基因组。在后代的分离过程中如果外

源基因通过重组不能达到完全同质化 ,则造成外源基

因丢失而导致转基因失败。针对这一问题有人采用叶

绿体 16ＳｒＲＮＡ启动子 ,它在核基因组中不能使 ａａｄＡ

表达 ,从而用抗生素高选择压进行筛选达到同质化。

崔杰等
[ 21]
在甜菜叶绿体转化研究中采用高浓度的ＰＰＴ

做筛选剂 ,并通过多次继代筛选和二次分化与多次继

代筛选相结合的方法来提高同质化程度 ,ＰＣＲ结果表

明 ,转化体的同质化程度随分化 、继代次数增加而提

高。在此研究中在 2轮筛选 6次继代的转化植株中已

经看不到野生型条带 ,初步表明转化体已达到完全同

质化。
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植物源农药
徐芬芬　叶利民　王爱斌　李　朋　(江西省上饶师范学院生命科学系　334001)

摘　要　本文概述了植物源农药特点 、应用研究现状及展望。

关键词　植物源农药　现状　展望

1　植物源农药简介

长期使用化学农药带来了种种弊端 ,如有害生物

抗药性的产生 、残留毒性以及环境污染等。目前 ,许多

高毒性 、高残留 、持久性农药已被禁用。理想的农药应

该对有害生物高效 、对非靶标生物安全 、农药本身易分

解且分解产物对环境无害。植物是生物活性化合物的

天然宝库 ,据估计 ,植物产生的次生代谢产物超过 40

万种 , 这些代谢产物中的萜烯类 、生物碱 、类黄酮 、甾

体 、酚类 、独特的氨基酸和多糖等均具有杀虫或抗菌活

性。从植物中探寻新的活性先导物或新的作用靶标 ,

通过类推合成或生物合理设计进行新农药的开发已成

为当前农药化学和农药毒理学研究的热点
[ 1] 。植物源

农药是以植物的具有杀虫 、杀菌 、除草及植物生长调节

等活性的某些部分经加工而成的药剂
[ 1～ 5] 。植物源农

药根据作用对象不同分为 3类:植物源杀虫剂 、植物源

杀菌剂及植物源除草剂。植物源农药按其有效活性成

分及用途一般可分为:生物碱类 、萜烯类 、萘醌和黄酮

类 、精油类 、光活化毒素类及甾体类等。

2　植物源农药的优缺点

2.1　优点　植物源农药是生物农药最大的一类 ,与化

学农药相比有许多优点:

(1)植物源农药的有效成分为天然物质 ,自然界

有其降解途径 ,对环境的污染较小 [ 6] ,因而被称为绿色

农药。

(2)植物性杀虫剂对害虫的作用机理与一般农药

差别很大 ,一般农药只作用于害虫某一生理系统的一

个或少数几个靶标 ,而多数植物性杀虫剂 ,由于活性复

杂 ,能够作用于害虫的多个器官系统 ,作用方式独特 ,

有利于克服害虫抗药性
[ 2] 。

(3)有些植物性农药可刺激植物生长。

(4)有的可以因地制宜取材加工生产 ,提高农林

产业效益。

(5)产品开发潜力大。地球上的植物种类多 ,分

布广 ,已识别的就有 50万种之多 ,且目前植物源农药

还处于基础研究阶段 ,即使是已开发出的品种也不完

[ 21]崔　杰 ,李滨胜 ,杨　谦 ,等.2008.甜菜(ＢｅｔａｖｕｌｇａｒｉｓＬ.)叶绿

体转化体系建立及抗虫和抗除草剂植株的获得.生物化学与生

物物理进展 , 35(12):1437 ～ 1443

全成熟 , 其毒理性质尚不完全清楚 , 加工制剂单

一
[ 2, 3] 。

(6)一般具有对毒杀对象选择性强 ,对人 、畜及天

敌毒性低 ,开发和使用成本相对较低的特点 ,不会破坏

自然生态的防御系统
[ 6] 。

2.2　缺点　尽管植物源杀虫剂有诸多的优点 ,但也有

其自身的弱点:

(1)除了除虫菊酯少数品种外 ,大多数药性缓慢 ,

喷药次数多 ,残效期短 , “性急 ”农民不易接受 [ 7] 。这

是生物源农药的主要局限性。

(2)活性成分易分解 ,制剂成分复杂 ,不易标准

化。但随着科学的发展 ,这些缺点正在得到解决 [ 7] 。

(3)植物性毒素只有在光照条件下才有作用 ,但

其光活性过程也是其降解过程 ,这使其毒性持续期

短
[ 6] 。因此 ,已有专家建议将植物源农药与化学农药

或生物农药结合在一起使用 ,相互补充达到最佳防治

效果。

(4)由于植物的分布存在地域性 ,在加工场地的

选择上受到的限制因素多;植物的采集有季节性等 [ 7] 。

植物源农药一般为水剂 ,受阳光或微生物的作用

后易分解 ,半衰期短 ,残留降解快 ,被动物取食后富集

机制差。这些特点使植物源农药的大量使用不会产生

药害 ,对环境的污染也会相对减少 ,可以成为真正的无

公害农药。同时 ,植物源农药对作物还有营养作用 ,可

提高农产品的价值。

3　植物源农药的应用现状与展望

3.1　应用现状 　目前我国有关植物源农药的研究内

容涉及棟科 、卫矛科及菊科等科属的多种植物 ,已有烟

碱 、苦参碱 、棟素 、茴蒿和茶皂素等 20多种植物源农药

登记注册 ,生产厂家达 112家。当前 ,我国共有 20个

植物源农药单剂登记 ,包括血根碱 ,丁子香酚 ,苦参碱 ,

苦皮藤素 ,棟素 ,藜芦碱等 [ 1 ～ 3] 。加工剂型以乳油及水

剂为主 ,还有可溶性液剂 、水乳剂 、微乳剂及可湿性粉

剂等 ,防治对象包括蔬菜 、果树 、茶叶及棉花等经济作

物病虫害
[ 1, 3] 。

我国植物源农药大多以复配剂的形式出现 ,包括

植物源农药之间的混配及植物源农药与化学农药或生
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